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(57) Abstract 

Method of coding a DNA sequence coding for an NADPH-cytochrome P450 reductase of an organism, especially a plant. 
The process is characterized in that (1) a strain of yeast transformed with plasmids from a total cDNA bank of the organism es- 
pecially a plant, and having a deficiency phenotype of endogenous NADPH-cytochrome P450 reductase activity, is subjected to 
treatment with a P450 cytochrome inhibitor at a dose which makes lethal the absence of endogenous NADPH-cytochrome P450 
reductase activity; (2) the surviving clones are collected and plasmids for the expression of an NADPH-cytochrome P450 reduc- 
tase activity corresponding to the NADPH-cytochrome P450 of said organism, especially of said plant, are extracted. 

(57)Abrege 

ttjlcn La presente invention a pour objet un precede de clonage d'une sequence d'ADN codant pour une NADPH-Cytochrome 
P450 Reductase d un organisme, notamment de plantes, caracterise en ce que: 1) on soumet une souche de levure transformee 
ayec des plasmides d une banque d'ADNc total dudit organisme, notamment de ladite plante, et ayant un phenotype de defi- 
cience en activite NADPH-Cytochrome P450 Reductase endogene, a un traitement avec un inhibiteur de cytochrome P450 a une 
dose qui rend letale I'absence d'activite NADPH-Cytochrome P450 Reductase endogene, puis 2) on recupere les clones survivants 
tt^L^ u S P V?™**™* 1'expression d'une activite NADPH-Cytochrome P450 Reductase qui correspond a la 

NADPH-Cytochrome P450 dudit orgamsme, notamment de ladite plante. La presente invention a egalement pour objet des se- 
quences d'ADN codant pour une NADPH-Cytochrome P450 Reductase, notamment de plantes 
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PROCEDE DE CLONAGE D'UNE SEQUENCE D'ADN CODANT POUR UNE 
NADPH-CYTOCHROME P450 REDUCTASE ET SEQUENCES D'ADN 
CODANT POUR UNE NADPH-CYTOCHROME P450 REDUCTASE, NOTAM- 
MENT DE PLANTES 

La presente invention concerne un procede de clonage d'un 
gene de NADPH Cytochrome P450 Reductase de plante ou d'un autre 
organisme par un crible base sur une complementation fonctionnelle dans 
une souche de ievure ou la NADPH cytochrome P450 Reductase endogene 
est soit deficiente, soit rendue de niveau moduiabie. 

La presente invention concerne plus particulierement 
^application de ce procede au clonage de genes de NADPH Cytochrome 
P450 Reductases de plantes. 

La presente invention concerne en outre Tutilisation de 
I'ADNc d'une NADPH Cytochrome P450 Reductase de plante obtenu par 
ledit procede, pour doner des genes de NADPH Cytochrome P450 
Reductases d'une autre plante par hybridation sous condition de stringence 
reduite. 

La presente invention concerne egalement des sequences 
d'ADN codant pour une NADPH Cytochrome P450 Reductase de plante 
obtenues par ies procedes de clonage selon i'invention. 



Domaine technique de J'invention 

Les NADPH Cytochrome P450 Reductases (ci-apres abregees 
25 »P450Red") sont indispensables a I'activite enzymatique des Cytochromes 
P*50 (ci-apres abreges "P450") (1). Dans le complexe membranaire 
fonctionnel P450-P450 Red, elles apportent au P450 des electrons a un 
potentiel eletrochimique suffisamment negatif pour leur permettre 
d'effectuer les reactions de type monooxygenasique. Ces reactions sont 
caracterisees le plus souvent par ^introduction d'un atome d'oxygene dans 
des liaisons carbone-carbone ou carbone-hydrogene ou alors par Toxydation 
d'un heteroatome (2). Jusqu'a present, ies P450 Red etaient considerees 
comme uniques dans une espece donnee ou elies interagissaient avec 
l'ensemble des P450 presents. La presente invention demontre le caractere 
35 errone de ce concept et que differentes classes de Reductase peuvent 
controier I'activite de differentes families de P450. 
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Bien que l'etat des connaissances concernant ^intervention de 
P450 de plantes dans les differentes voies de biosynthese ou de 
detoxification ne soit pas aussi avance que dans le domaine des P450 de 
mammiferes, i'implication de P450 dans de nombreuses reactions du 
metabolisme secondaire de differentes plantes, est decrite aujourd'hui dans 
la litterature (3)* II est egaiement connu par la litterature que les P450 de 
plantes inverviennent dans la metaboiisation de certains pesticides tels que 
le diciofop ou le chlortolurdn (4, 5). L'activite des P<f50 Red comme 
donneur electronique indispensable a la fonction des P450 est susceptible 
d'etre utilisee dans une grande gamme de domaines duplications. On peut 
citer a titre d'exempies non-limitatifs : 

- la byconversion d*ar6mes ou de pigments naturels a partir de 
precurseurs endogenes a la piante. En effet, il a ete demontre qu'un certain 
nombre de molecules de natures chimiques tres variees comme les phenyi- 
propanoides, les terpenoides, les acides gras et les sterols sont substrats de 
P450 de Piante (3). Ces molecules sont egaiement des intermediates de la 
biosynthese de molecules d'interet Industrie! tels que les aromes, pigments 
ou des phytoalexines (substances de defense synthetisees par la piante 
contre des infections pathogenes). Dans ce but, l'isolement des genes de 
P450 de plantes et de PWO Reductases associees, leur cionage et leur 
surexpressions coordonnees dans un microorganisme adapte afin d'y 
reconstruire une portion de voie de biosynthese est d'un interet certain. On 
peut citer comme applications : 

- Le remplacement des etapes d'hydroxylation stereospecifique iors 
25 de la synthese chimique de molecules d'interet industriel par voie 

biotechnologique. L f introduction de groupements hydroxyle a des positions 
bien precises par la voie de la chimie de synthese est souvent f astidieuse et 
couteuse. Cette etape peut etre avantageusement remplacee par l'utilisa- 
tion d'un complexe P450/PW0 Red capable de faire des reactions 
30 d'hydroxylation a la position voulue, A titre d'exemple, on peut citer la 
conversion de la digitoxine en digoxine par une hydroxyiation en position 
12 beta (6). L'enzyme qui effectue cette reaction dans des cellules en 
culture de Digitalis lanata est une hydroxylase a cytochrome P450 ; 

- La modulation in vivo de voies de biosynthese de plantes. La 
35 decouverte de ^existence d'au moms deux P450 Reductases a fonction 

non-interchangeable est une forte indication qu ! au moins les deux P450 
Reductases isolees pourraient intervenir differentiellement dans les voies 
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de biosynthese chez la Plante. La modulation dans des plantes transge- 
niques de i'activite relative des Reductases pourrait etre un moyen 

puissant de contrdle global de fonction telle que la floraison, la croissance, 
la symbiose, la resistance au parasite, la fructification, la conservation et 
5 le murissement des fruits, etc... ; 

- Un diagnostic in vitro de pollution de l'environnement. Un certain 
nombre de polluants industriels sont soit des inhibiteurs ou de? activateurs 
de P450 de plantes ; 

- L'oxydation de xenobiotiques. II a ete demontre que certains P^50 
constituent des facteurs de resistance et de selectivite vis-a-vis des 
pesticides. II est clairennent interessant de transferer ces genes vers des 
plantes d'interet agronomique de fa^on a les rendre resistantes a un 
herbicide, fongicide, insecticide, etc... La disponibilite des Reductases 
correspondantes dans la m£me localisation que les P450 impliques est un 

15 facteur critique pour cette utilisation. 

Etat de la technique 

Bien que les P450 et les P450 Reductases aient ete mis en 
evidence chez les plantes au debut des annees 1970 (7), des clones 

20 genomiques ou d'ADNc de P450 Reductases membranaires proviennent 
d'eucaryotes superieurs (homme, iapin, pore, rat ou truite), ou de levures, a 
Texclusion du regne vegetal. La faible teneur en P450 Reductase des tissus 
vegetaux, ainsi que le mauvais rendement des procedes de purification 
decrits, s'est solde par un serieux retard dans le developpement d'outils de 

25 clonage chez les plantes. 

La recherche de I'activite enzymatique des P450 Reductases 
necessite la reconstitution d'un complexe multienzymatique membranaire, 
un procede tres mal maltrise jusqu'a present dans le cas des enzymes de 
plantes. Recemment, la purification a homogeneite d ! une proteine P450 

30 Red de la patate douce (8) et du topinambour (9) a ete decrite. Leur 
identite a ete demontree par la reconstitution d'un tres faible niveau 
d'activite P450 a partir de preparations partiellement purifiees de P450 de 
plante. Un anticorps polyclonal dirige contre la P450 Red de Topinambour 
inhibe completement l'hydroxylation du cinnamate par la cinnamate 

35 ^-hydroxylase (P450) dans les microsomes de topinambour (9). 
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Cette reaction est commune dans le regne vegetal puisque 
1'acide cinnamique est le tronc commun de diffe'rentes voies de biosynthese 
conduisant a la Iignine, a de nombreux pigments vegetaux, a des composes 
de defense et a des aromes. Le meme anticorps anti-P450 Red inhibe des 
. reactions P450 dependantes dans un grand nombre d'especes vegetales, par 
contre il ne montre pas de cross-reactivite avec les P450 Red de levure, 
d'insectes, de poissons ou de mammiferes (10). Inversement des anticorps 
contre les P450 Red de levure ou de mammiferes n'inhibent pas ies P450 
Red vegetales. 

Des etudes plus poussees ont montre que la P450 Red de 
topinambour (et de plusieurs autres especes) ne semble pas une forme 
unique sur la base d'experiences d'immunobiotting et de chromatographie 
d'affinite (presence de trois bandes de poids moleculaire de 80, 82 et M 
kDa) (11). Neanmoins ces travaux ne permettaient pas de conclure en 
1'existence de plusieurs genes dans la mesure ou il avait ete demontre dans 
au moins un des cas qu'une des bandes correspondait a une glycoproteine. 
De ce fait, il n'etait pas connu si les differentes bandes correspondaient a 
differents etats de modification post-traductionnels d'une meme proteine 
ou a des proteines de sequences distinctes. Des fragments de digestion de 
la forme de 80 kDa ont e'te microsequences, et les sequences peptidiques 
obtenues ont pu etre alignees avec ies sequences connues de truite, lapin, 
rat, pore, et levure. Sur une distance allant de 10 a 15 aminoacides, 
i'homologie trouvee dans le meilieur des cas est de 1'ordre de 60%. Tres 
recemment, un anticorps monoclonal fabrique a partir d'un melange des 
trois formes de P450 Red de Topinambour, dans 1'espoir qu'ii sera capable 
de reconnaTtre un motif structural commun entre ies trois isoformes, s'est 
avere reconnaitre uniquement une structure dite "dinucleotide fold", un 
motif banal present dans un tres grand nombre d'enzymes NAD(P)H 
dependantes (12). 

Les approches classiques pour doner un gene de Reductase de 
plantes soit par criblage de banques avec un anticorps specifique, soit par 
hybridation avec des sondes heterologues ou deduites des sequences en 
acides amines obtenues par microsequencage de Reductases de plantes. se 
sont revelees inefficaces pour les raisons suivantes : 

- le niveau d'expression de la P450 Red au niveau ARNm de plantes est 
tres faible, compare aux taux d'expression mesure chez les mammiferes. 
L'mduction chez la plante par une blessure ou autres moyens, est modeste 
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et de surcrolt un phenomene transitoire. Meme dans des conditioins 
optimales d'induction, ia P450 Red reste done une proteine mineure dans 
les tissus vegetaux (12). Le criblage d'un ADNc peu abondant dans une 
banque d'ARNm total de plante est une procedure fastidieuse et lente. II 
5 faut ajouter aussi que, d'une maniere generale, iJ est plus difficile d'obtenir 
une banque d'ARNm de bonne qualite chez les plantes qu'a partir de tissus 
de mammifere. 

- Aucune sequence d'acide nucleique de P^50 Red vegetale n'etait connue, 
le criblage par hybridation devait §tre effectue soit avec une sonde de 

10 mammifere ou de levure, soit avec des oligonucleotides derives des 
microsequences d'acides amines de la P450 Red de topinambour. Dans les 
deux cas, Tutilisation de conditions de stringence faible etait requise, ce 
qui augmentait de fagon considerable la possibilite d'obtenir des faux 
positifs. S'il existe dans la litterature un certain nombre d'exemples qui ont 

15 decrit Tapplication avec succes d'anticorps specif iques pour le criblage de 
banques d'expression, la reussite de cette procedure, qui depend entiere- 
ment de la specificite de I'anticorps, est quelque peu aleatoire. 

Resume de l'invention 
20 La presente invention fournit un procede de clonage de genes 

de toutes NADPH-Cytochrome P450 Reductases independamment de leurs 

provenances, procede qui consiste a se servir d'un crible permettant de 

deceler I'activite m§me d'un Cytochrome P450. 

Par rapport aux methodes classiques de clonage citees 
25 ci-dessus, qui se basent sur des criteres independants de la fonction, comme 

ie degre d'homologie ou la reconnaissance de motifs structuraux, le procede 

de clonage selon la presente invention comporte un degre considerablement 

superieur de fiabilite puisque base sur ia fonction. 

L'absence d'activite NADPH-cytochrome Pk50 Reductase 
30 endogene n'est pas lethale chez la levure si I'activite cytochrome P450 est 

exprimee. 

En particulier, chez la levure, et plus particulierement Saccha- 
romyces cerevisiae , un P450, ia lanosteroi 14-demethylase (C14DM), 
constitue une etape essentielle de la biosynthese de l'ergosterol, un 
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constituant majeur de la membrane celiulaire. L'absence de 1 'activite 
C1WM resulte en ^accumulation d'intermediaires methyies en 14 de la 
biosynthese de l'ergosteroi dans la membrane et en un defaut en 
ergosterol, ce qui est lethal pour la cellule (14). La deletion de ia P450 
Red, par contre, n'est curieusement pas lethal alors que ceile de la C14DM 
1'est. En effet, une Reductase inconnue microsomale NADH dependante (sur 
la base de son activite a reconstituer une activite Ethoxyresorufine- 
O-deethyiase en presence de cytochrome P450 lAi de souris et de NADH), 
peut alternativement fournir des equivalents reducteurs a la C14DM de 
fagon a assurer ie taux de synthese d'ergosteroi requis pour que la cellule 
puisse survivre. 

Soumise a de fortes doses d'inhibiteurs de cytochrome P450, la 
levure ne survit pas. Toutefois, une souche de levure qui n'exprime plus 
I'activite P450 Reductase ne survit pas a des doses d 'inhibiteur de P450 tel 
15 que ie ketoconazole, normaiement insuffisantes pour §tre lethales, 
c'est-a-dire insuffisantes pour etre lethales lorsque i'activite P450 Red est 
exprimee (13). 

Le precede selon I'invention se base sur la decouverte que ce 
phenotype d'hypersenslbilite a un inhibiteur de P450, notamment a 
Tantifongique ketoconazole d'une souche de levure deficiente en activite 
P45Q Reductase endogene est supprime par . l f expression d'une P450 
Reductase exogene (quel que soit le donneur d'electrons). 

La presente invention a en effet pour objet un procede de 
clonage d'une sequence d'ADN codant pour une NADPH-Cytochrome P450 
Reductase, notamment de plantes, ou d'un autre organxsme, caracterise en 
ce qu'on realise les etapes suivantes : 

1- On soumet une souche de levure transformee avec des plasmides 
d'une banque d'ADNc total dudit organisme, notamment de iadite 
piante, et ayant un phenotype de deficience en activite 
NADPH-Cytochrome P450 Reductase endogene, a un traitement 
avec un inhibiteur de cytochrome P450 a une dose qui rend 
lethale i'absence d'activite NADPH-Cytochrome P450 Reductase 
endogene, puis 
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2- On recupere les clones survivants et on en extrait les plasmides 
permettant I'expression d'une activite NADPH-Cytochrome P450 
Reductase qui correspond a la NADPH-Cytochrome P450 dudit 
organisme, notamment de ladite plante. 
5 On entend done par I'expression "dose qui rend lethale" une 

dose qui -normaiement, e'est-a-dire lorsque l'activite P450 Red endogene 
est exprimee- n'est pas lethale pour la levure et ne le devient qu'en 
^absence d'activite P450 Red endogene. La dose d'inhibiteur de P450 ne 
doit done pas depasser ia dose lethale, meme en presence de P450 
10 Reductase endogene. 

La transformation de TEtape 1 se fait selon des techniques 
bien connues de i'homme de I'art ; par exempie, a partir d'une souche de 
levure Lira- et des plasmides portant le gene URA 3 comme marqueur de 
selection, ce qui permet d'excercer une pression de selection en l'absence 
15 d'uracile. 

Dans la presente invention, on peut se servir de ievures 
totalement ou partieliement deficientes en P450 Reductase endogene pour 
tester une activite P450 Red. 

L'obtention et la description des souches de S. cerevisiae . dans 

20 iesquelies le gene de la NADPH-Cytochrome P^50 Reductase endogene a 
ete soit delete, soit mis sous le controie d'un promoteur inductible 
permettant de I'activer, sont decrits dans ia demande de brevet* n° FR 
26732W (n° 91 0S884) publiee le 22 janvier 1993) (souches PES1-3D et 
PES 1 -3 U). Dans ia souche PES1-3U, le gene endogene de la NADPH- 

25 Cytochrome P450 Reductase a ete mis sous le controie du promoteur 
GAL10-CYC1, ce qui confere a la souche un phenotype sauvage en milieu 
galactose. Dans ia souche PES 1 -3D, la region codante de la NADPH- 
Cytochrome P450 Reductase a ete remplacee par le gene du marqueur 
TRP1, ce qui lui confere un phenotype deficient permanent en NADPH- 

30 -Cytochrome P450 Reductase. 

On entend par "inhibneur de Cytochrome P450" un compose 
qui interagit avec ledit Cytochrome P450 notamment par complexation, de 
sorte que ledit Cytochrome P450 se trouve inactive. 

Un grand nombre de composes azole, et plus particulierement 

35 le ketoconazole, ont ete developpes comme fongicides puissants dans ie 
domaine medical et agricole et peuvent etre utilises selon i'invention (15). 
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La dose lethale est variable selon les agents et selon la souche, en general 
une dose de 5 a 100 \xg/n\l r de preference de 10 a 50 pg/ml, peut etre 
suffisante dans le procede selon Tinvention. 

Les agents antifongiques du type ketoconazole inhibent en 
5 particulier la demethylation du lanosterol au niveau de la C14DM en 
formant un complexe 1:1 avec ce P450. Du fait de I'affinite tres elevee du 
ketoconazole, le lanosterol en tant que substrat physiologique ne peut pas 
deplacer l'inhibiteur, ce qui entraine la mort de la cellule, Une souche 
sauvage de levure est resistante jusqu'a une concentration de 50 voire 80 

10 ug/ml de ketoconazole, L'observation selon la presente invention qu'une 
souche deficiente en P450 Red est plus sensible au ketoconazole jusqu'a 10 
fois, et peut-etre lethal a 5pg/ml (a cause du mauvais couplage entre la 
P^50 Red non-specifique et la C14DM), a ete utilisee pour developper un 
mode de selection de l'activite NADPH P450 Red. En effet, apres 

15 transformation d l une souche de levure deficiente en NADPH P450 Red avec 
une banque d'ADN exogene, ne pourront pousser en presence de 50 ug/mi 
de ketoconazole que des cellules transformees dans iesqueiles i'ADNT 
exogene regis a introduit une activite P450 Red suffisante. Le point 
essentiei de cette methode de criblage par complementation fonctionnelie 

20 est son universalite, puisqu r on peut tenir compte des differences d'effica- 
cite de couplage entre la CiWM de levure et la P450 Red exogene en 
variant la concentration d'inhibiteur. 

Dans un mode de realisation, on a applique le procede selon la 
presente invention au cionage des P450 Red vegetales, en particulier de 

25 I'espece Arabidopsis thaliana . En i'absence de connaissances quant aux 
conditions maximales d'induction de l l expression de la P450 Red chez 
Arabidopsis et des tissus ou ia P*t50 Red est exprimee, l'ARNm total extrait 
a partir de jeunes plantules entieres en phase de croissance necessite une 
intense activite de synthese, on peut done supposer que tous les facteurs 

30 necessaires a ia croissance de la piantuie soient exprimes a ce stade-la. 
L'utilisation de plantules entieres diiue ia population d'ARNm exprimes de 
fa^on tissue-specifique dans ia population totale d'ARNm, mais presente 
I'enorme avantage de ne pas tenir compte de conditions particulieres 
.d'induction de la P150 Red, et de faciiiter ia preparation du materiel de 

35 depart. 



WO 93/21326 



PCT/FR93/00367 



9 



10 



Une banque d'expression chez 5. cerevisiae peut itre 
construite de fagon connue par insertion d'un ADNc double brin dans un 
vecteur entre un promoteur et un terminateur .de transcription de levure. 
On peut utiliser le promoteur bien connu de type PGK (16), etant bien 
entendu que la nature du promoteur n'est pas critique pour la methode 
selon ^invention. De preference, toutefois, on utilisera un promoteur fort 
dans la levure. La nature multicopie du vecteur utilise, bien que 
souhaitable, n'est pas non plus critique. 

La banque ainsi obtenue est fractionnee avant transformation 
dans la levure selon la taille des ADNc synthetises. Comme la taiile de la 
sequence codante de P 450 Red d'eucaryote decrites dans la litterature est 
de l'ordre de 2 kbp hormis ies sequences 5' et 3' flanquantes, I'ARNm 
codant pour une P450 Red chez une plante et en particulier chez 
Arabidopsis doit raisonnablement etre present dans la fraction ayant un 
15 poids moleculaire plus grand que 2 kbp. 

Selon l ! invention, a l'Etape 1, la banque d'ADNc est e 
preference enrichie en gene d'interet (gene de NADPH-Cytochrome P450 
Reductase de ladite plante ou autre organisme) par fractionnement selon la 
taille, en ne conservant que les fragments de taille superieure a 2 kbp. Un 
20 tei fractionnement conduit en effet a un enrichissement de la banque pour 
ie gene d'interet. 

Avantageusement selon Tinvention, on utilise une methode de 
transformation dite n en vol" d'une souche de levure portant un gene rendu 
artificieilement conditionnel pour la P450 Reductase endogene. En effet, la 
25 deficience en P450 Reductase induit une perte de transformabilite 
importante qui rendrait difficile, voire impossible dans certains cas, la 
constitution de banque representative dans une souche deletee pour la 
Reductase, de maniere non conditionnelle, c'est-a-dire permanente. 

De preference done, on utilise une souche de levure dans 
iaquelie le gene de NADPH-Cytochrome PU50 Reductase est place sous le 
controle d'un promoteur inductibie telle que la souche PES1-3U Dans ce 
cas, a l'Etape 1, on induit une deficience en P450 Reductase en inactivant 
ledit promoteur dans la souche deja transformee. 

La presente invention a done egalement pour objet un procede 
35 caracterise en ce que ie gene de la NADPH-Cytochrome P450 Reductase 
endogene de levure est mis sous le controle d ! un promoteur inductibie et a 
l'etape 1, on realise successivement ies sous-etapes suivantes : 
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On transforms une souche de levure avec des plasmides d r une 
banque d'ADNc total dudit organisme, notamment de ladite 
plante, puis 

On induit la deficience en activite NADPH-Cytochrome PU50 
Reductase endogene en inactivarit iedit promoteur, et 
On soumet ladite souche a un traitement avec ladite dose 
d'inhibiteur de cytochrome P450. 
Dans un mode de realisation, la souche PES1-3U est, dans un 
premier temps, transformee par une banque d'ADNc dudit organisme, 
10 notamment de la plante et les transformants seiectionnes uniquement sur la 
base du marqueur de selection URA3 du plasmide. Dans un second temps, 
les transformants sont soumis a i'inhibiteur de P450, notamment au ketoco- 
nazole, pour rendre lethale Tabsence d'acti-vite NADPH Cytochrome P^50 
Reductase. Les clones survivants contiennent aiors un plasmide permettant 
15 l r expression d'une activite P4 50 Reductase exogene (0,1% environ dans le 
cas d'Arabidopsis). 

La presence d'artefacts de clonage est possible par la 
selection d'un facteur de regulation du promoteur inductible tei que GAL 
10-CYC1 en milieu glucose. C r est pourquoi une serie d'etapes de controle 
20 annexes permet de s'assurer, notamment apres extraction du plasmide et 
re transformation d'une souche de levure totalement deficiente en P450 
Reductase, que la complementation est bien due a ^expression d'une 
NADPH Cytochrome P450 Reductase exogene. Pour ce faire, on utilise une 
souche de levure dans laquelie le gene de P450 Reductase endogene est 
25 entierement delete, tel que PES 1-3D. L'origine vegetale de cette 
reductase peut etre alors contrdlee par hybridation du clone avec l'ADN 
genomique de la plante d'origine. La nature biochimique du gene clone est 
alors verifie par sequence* 

La presente invention a done egalement pour objet un procede 
30 ^ caracterise en. ce qu'apres la transformation "en vol" et a l'aide des 
plasmides recuperes a I'etape 2), on transforme une souche de levure dans 
laquelie le gene de la NADPH cytochrome P450 Reductase endogene a ete 
delete et on reitere un traitement avec un inhibiteur de cytochrome P450 a 



i-a) 



1-b) 
1-c) 
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une dose qui rend lethale 1'absence d'activite NADPH-Cytochrome P450 
Reductase endogene, puis on recupere les clones survivants et on en extrait 
les plasmides permettant I'expression d'une activite NADPH-cytochrome 
P450 Reductase qui correspond a la NADPH-cytochrome Reductase, 
5 notamment de ladite plante. 

La presente invention apporte en outre la demonstration de 
I'existence, dans certains organismes, de plusieurs genes independants de 
NADPH-cytochrome P^50 Reductase codant pour des proteines de carateres 
physicochimiques previsibles bien distincts susceptibles d'interagir avec des 
10 classes differentes de cytochromes P450. 

Le procede selon 1'invention a permis de doner deux 
sequences d'ADN codant pour des NADPH-Cytochrome P450 Reductase 
d ! Arabidopsis ara-B et ara-C telies que representees aux Figures 9 et 10 
respectivement. 

15 La presente invention a done egalement pour objet des 

sequences d'ADNc codant pour des NADPH-Cytochrome P450 Reductase 
d'Arabidopsis ara-B ou ara-C, ou de topinambour Heliantus tuberosus , telies 
que representees aux Figures 9 a 11 respectivement. 

En effet, selon la presente invention, une sequence codante 

20 entiere d' Arabidopsis (ara-C), y compris les sequences 5 1 et 3' flanquantes, 
a ensuite ete utilisee comme sonde pour cribler une banque d'ADNc totaie 
de topinambour Heliantus tuberosus sous conditions de stringence reduite. 
Cette banque a ete obtenue a partir de nodules de topinambour qui pnt ete 
induits pour la synthese de la P450 Red par blessure, mais n'a pas ete 

25 enrichie par fractionnement selon la taille des ADNc. L'usage d'un 
anticorps monospecifique dirige contre un melange des trois isoformes 
presentes chez le topinambour ne s'est pas avere fructueux, ni le criblage a 
i'aide de sonde heterologue (Reductase de levure et humaine), ou derivees 
de la sequence proteique, n'avaient permis ie clonage. Le criblage de la 

30 meme banque avec une sonde d'ADNc du clone ara-C a mis immediatement 
en evidence des positifs ayant un insert de plus de 2 kbp avec une 
frequence de 1 pour 10.000 apres trois tours de criblage. 

Ainsi, par le procede de la presente invention, on a pour la 
premiere fois isole et identifie trois ADNc de source vegetale codant pour 
35 des NADPH-Cytochrome P450 Reductases dans deux especes differentes 
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(Arabidopsis et topinambour Heliantus tubero.nO. L e S microsomes prepares 
a partir de ces souches transformers par les vecteurs ^expression de ievure 
sont capable* de reduire un substrat non-physiologique des P450 Red, le 
Cytochrome c L'alignement des sequences en acides amines avec les 
sequences connues de P450 Red provenant d'autres sources eukaryotes 
permet de les identifier comme etant des P*50 Red d'Arabidopsis sur la 
base d'une tres forte conservation au niveau des domaines f onctionnels des 
P450 Red decrits dans ia iitterature. Une comparaison directe au niveau 
acides amines entre les deux P450 Red d' Arabidopsis montre des longs 
blocs d'homologie quasi parfaite pour les memes domaines tandis que, en 
dehors de ces domaines notamment, la distribution des acides amines 
charges varie significativement. En southern genomique avec de i'ADN 
d 'Arabidopsis digere par differents enzymes de restriction, les deux clones 
d'ADNc s'hybrident a des loci genomiques differents ihdiquant clairement la 
presence de deux genes. Une analyse plus fine des sequences montre que 
(Figure 8) : 

- la divergence en acide-amines entre les deux Reductases d'Arabidopsis 
(ara-B et ara-C) est de 36%, alors que celle entre les genes de la 
Reductase ara-B et topZ -A est de 31% et celle entre ara-C et topi-A est de 
27%. Ceci est une forte indication que les deux genes chez Arabidopsis ont 
evolue independamment durant un temps au moins comparable a celui de la 
divergence entre ces especes vegetales lointaines. 

Par aiUeurs, l'analyse de la conservation en nucleotides sur la 
troisieme base des codons (Figure 8) apres alignement entre les sequences 
en ammoacides des Reductases, demontre un tres faibie residu de 
conservation evolutive confirmant les donnees precedentes. Cette tres 
faibie conservation au niveau nucleotidique, sur les bases non contraintes 
comparees a i'homoiogie relativement elevee des Reductases de plantes 
entre elles au niveau amino-acides, demontre l'existence d'une forte 
contrainte evolutive sur la fonction des deux genes d'Arabidopsis. Ceci 
mdique que 1'activite de ces deux genes est evoiutivement critique pour la 
plante et suggere que ces deux genes ne sont pas interchangeable*. lis 
sembient done jouer des r61es individuels dans la vie de la plante probable 
du fait de leurs association a des voies de biosynthese specifiques. 
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Outre des sequences d'ADNc codant pour une NADPH P450 
Reductase de plante obtenue par les procedes de clonage selon i'invention, 
la presente invention a egaiement pour objet des sequences d'ADN 
s'hybridant dans des conditions faiblement stringentes a 50°C et/ou 
presentant au moins* 60% d'homoiogie avec Tune des sequences d' Arabi- 
dopsis ou de topinambour Heliantus tuberosus representees aux Figures 9 a 
11, ou tout autre sequence de NADPH-Cytochrome P450 Reductase, 
notamment de plantes, obtenue par les procedes de clonage selon 
Tinvention. 

Bien evidemment, la presente invention a egaiement pour 
objet toutes sequences d'ADN equivalentes, c'est-a-dire qui different des 
sequences d'ADNc ci-dessus mentionnees, seuiement par une ou plusieurs 
mutation(s) neutre(s), c'est-a-dire dont le changement ou la substitution des 
nucleotides en cause, n'affectent pas la sequence primaire de la proteine 
resultante. 

Enfin la presente invention a egaiement pour objet la proteine 
NADPH-Cytochrome Reductase de plante obtenue par I'expression dans la 
' „ levure d ! un gene de NADPH-Cytochrome P450 Reductase constitue par une 
sequence d'ADN selon J'invention. 

Les systemes d'expression utilisabies pour 1'expression des 
genes de NADPH-Cytochrome P450 Reductase de plantes dans la levure 
, comprennent notamment des promoteurs constitutifs de genes de levure et 
leurs terminateurs parmi lesquels on peut citer les promoteurs PGK 
(Phosphoglycerate Kinase), CYC 1 (Isocytochrome cl), ADH (alcool 
dehydrogenase), G6PDH (glucose-6-phosphate dehydrogenase). 

L'utilisation des promoteurs inductibles est particulierement 
avantageuse en raison de la separation des phases de production de la 
biomasse et de la proteine d'interet. L'activite enzymatique de la proteine 
heterologue peut entrainer une forte consommation de cofacteurs 
diminuant ainsi le pool de cofacteurs necessaires au cycle cellulaire. 

Les systemes d'expression peuvent etre introduits sur un 
plasmide non replicatif comprenant des elements permettant la recombinai- 
son et l'integration chromosomique. 

Enfin, la presente invention a egaiement pour objet des 
proteines NADPH-Cytochrome P450 Reductase de plante recombinante, 
obtenues a partir des sequences d'ADN codant pour des NADPH-Cytochrome 
P450 Reductase de plante obtenues selon rinvention. 
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D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lumiere de la description detaillee du mode de realisation 
suivant. 

La Figure 1 est une representation schematxque des elements 
constitutifs du vecteur pFL 61, des sites uniques de restriction et leur 
localisation physique ainsi que la cassette de clonage inseree dans le site 
Not I a la position 1254. 

La Figure 2 represente la sequence nucleotidique de la region 
d'insertion de la cassette de clonage dans le site Not I du vecteur pFL 61 
avec les sites de restriction. Les deux sites Not I en bordure de la cassette 
et les deux sites BstX I portes par la cassete sont indiques pas les fleches. 

La Figure 3 est une representation schematique du principe de 
clonage utilisant des adaptateur synthetiques aux bouts non compatibles. 

La Figure 4 represente le schema d'obtention d'une souche 
mutante de levure ou le promoteur endogene du la P450 Red est rempiace 
par le promoteur modulable GALIO-CYCI apres recombinaison homoiogue 
avec un fragment lineaire Eco RI du vecteur pGPlPC. 

La Figure 5 represente le schema d'obtention d'une souche 
mutante de levure ou le gene du marqueur TRP1 a ete introduit au locus 
endogene de la P450 Red pour donner la souche PES 1-3D. 

La Figure 6 represente la classification des clones pouvant 
conferer un phenotype ketoconazole R a la souche PES 1-3U apres 
transformation selon leur profii de restriction et la frequence d^pparition. 

- La Figure 7 represente la mesure de l'activite NADPH CYT 
P450 Reductase dans des microsomes isol6s de la souche mutante PES 1-3D 
(WRfl)apres transformation avec de l'ADN piasmidique provenant des classes 
A, B, C, E. Comme controles ont ete inclus la souche PES 1-3D (WRfi> 
non-transformee (absence d«activite de P450 Red) et la souche sauvage 
W303.1B (activite endogene de P450 Red). 

La Figure 8 represente Vhomologie entre NADPH-P450 
Reductase vegetale et comparaison a des P450 Reductases connues, 
humames et de levure. La ligne 1 montre le caicul du taux global de 
conservation au niveau acides amines entre les deux P450 Red d ! Arabi- 
dopsxs, les lignes 2 a 4 montrent le taux de conservation entre des 
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sequences decides amines des deux P450 Red d'Arabidopsis avec la P450 
Red humaine (HRed) et la P450 Red de levure (YRed) connues de la 
litterature. La ligne 5 montre la distance evolutive entre la P450 Red de 
levure et la P450 Red humaine, Les lignes 6 et 7 montrent ie taux de 
conservation entre les deux PU50 Red d'Arabidopsis et une P450 Red d f une 
autre espece vegetale, isoJe par cross-hybridation avec AraC comme sonde. 

Les Figures 9 a 11 represented les sequences nucleotidiques 
et les sequences deduites des acides amines des deux ADNc de P450 Red 
d'Arabidopsis (Ara B -Figure 9- et Ara C -Figure 10-) isoiees par 
complementation fonctionnelle et de la P450 Red de topinambour (Figure 
11) isoiee par crosshybridation (TopA). 

La Figure 12 represente Talignement des sequences en acides 
amines deduites des ADNc des trois P450 Red vegetales. Les positions de 
conservation stricte entre les reductases vegetales sont indiquees par des 
asterisques en ligne 4. La cysteine conservee parmi toutes les P450 
reductases vegetales et animales connues et qui est importante pour la 
fixation du NADPH est marquee par un asterisque. Les domaines 
fonctionnels de ces reductases ont ete deduits par comparaison avec les 
P^50 Red connues et sont indiques par les blocs Al, A2, Bl, B2 et C.Les 
sequences necessaires a la fixation du FMN sont indiquees par les blocs Al 
et A2. 

Les sequences necessaires a la fixation du FAD sont representees par les 
blocs Bl et B2. Les sequences necessaires pour la fixation du NADPH sont 
representees par le bloc C. La ligne 1 correspond a AraB, la ligne 2 a AraC 
25 et la ligne 3 a TopA. 

La souche de Saccharomyces cerevisiae PES1-3U a ete deposee 
aupres de la Collection Nationale des Cultures et de Microorganismes le 17 
mars 1992, sous le numero de depot 1-1187. 



15 



20 



30 



35 



1) Const ruction du vecteur d'expression chez S. cerevisiae 

Le vecteur pFL61, utilise ici pour le cionage d*une banque 
d*ADNc d'Arabidop sis thaliana > a ete obtenu a partir du vecteur pFL60, 
decrit dans la litterature (17). U est caracterise par les modifications 
suivantes : A la place du polylinker Clal-Bglll present dans pFL60, a ete 
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cree un site unique Not I (figure 1 et 2). Dans ce site unique a ete mtroduit 
ensuite une cassette contenant a Tinterieur deux sites uniques BstXI et 
bordee de bouts 5 % sortants compatibles Not I. La digestion avec BstXI 
genere un vecteur linearise avec deux bouts incompatibles (18)- La 
recirculation du vecteur ne sera possible qu'en presence d ! un fragment 
d'ADN possedant des bouts compatibles avec ceux crees sur le vecteur par 
la digestion BstXI (figure 3). La cassette d'insertion est piacee entre le 
promoteur inductibie PGK et le terminateur PGK, ce qui permettra 
^expression des sequences d'ADN heterologue inserees. De plus, ce vecteur 
contient le gene marqueur d'auxotrophie URA3 de S. cer M une petite partie 
du plasmide 2u comprenant Torigme de replication de S. cer. et des 
sequences provenant du vecteur d'E. coli pUC19 qui sont mchangees par 
rapport au vecteur d'origme pFL 60. 

15 2) Preparation d'une banque totale d'ADNc d'Arabidopsis thaliana triee 
selon le poids moleculaire des ADNc 

De jeunes plantules entieres, comprenant feuilles, tiges et 
racines, sont coilectees au stade deux feuilles, congelees dans de I'azote 
liquide puis broyees dans un mortier contenant du milieu d'homogeneisation 

20 congele (1Q mM Tris-Hcl pH8,0 t 1 mM EDTA pH8, 0,5% sodium Dodecyl 
Sulfate). La poudre ainsi obtenue est ensuite decongelee et extraite deux 
fois avec un volume egal d l un melange 1:1 Phenol/chlorofornie. Apres 
addition de 1/10 volume d*une solution NaCl, la solution aqueuse est de 
nouveau extraite deux f ois avec un melange 1:1 phenol/chloroforme, et les 

2 '5 acides nucleiques sont precipites par ^addition de deux volumes d'ethanoh 
Les acides nucleiques totaux obtenus sont immediatement ennchis en ARN 
poly(A+) par chromatographic sur ohgo dT sepharose (19). Apres elution et 
precipitation, les ARN poly(A+) sont resuspendus dans de l f eau, leur 
quantite est determinee par absorption a 260 nm, puis lis sont congeles 

30 immediatement jusq^a utilisation. Une banque d'ADNc totale est 
synthetisee a partir d'un aliquot de 5ug ARN poly(A+), en utilisant le 
"cDNA Synthesis System Plus" fourni par Amersham. Les ADNc sont ensuite 
rendus bout francs avant ligation avec des adaptateurs possedant des bouts 
y sortants CACA qui -sont compatibles avec les bouts GTGT produits sur ie 

35 vecteur de cionage par la digestion avec BstX I (voir Figure 2). Les ADNc 
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sont ensuite prepaes selon leur tailJe par electrophorese sur gel d'agarose 
"low gelling temperature" (Sigma, Cat. N°. A 9539), ce qui enleve aussi 
l'exces d'adaptateurs genants lors de la ligation. Lors de 1'elution du gel 
d'agarose, les ADNc sont repartis en deux classes selon leur taille : une 
5 allant de 0,2 a environ 2 kb, et une representant les ADNc plus grands que 
2 kb. Apres quantification, la ligation a ete effectuee en presence de 
quantites stoechiometriques de vecteur pFL61 digere par Bst XI (apres avoir 
enleve le petit fragment Bst XI interne) et d'ADNc de taille supeneure a 
2kb. Apres transformation par electroporation dans E. coli (Souche MR 32), 
10 2,0 x 10 clones ont ete obtenus. L'ensemble des clones a ete reuni pour 
une preparation d'ADN plasmidique sur gradient chlorure de cesium, apres 
avoir er\>-ive un aliquot en vue d'amplifications futures 

3) Description des souches mutantes de levure utilisees et conditions de 
15 culture . 

Les souches decrites ci-dessous ont ete decrites" dans la 
demande de brevet en France n° 91 08884 (pubiie sous le n» 2 679 219). 
Elles ont ete construites a partir d'une souche qui porte le nom W303.1B. 
Cette souche est haploide (mating type alpha) et porte comme mutations 
connues Ura3, Ade 2, His 1, Trp 1, Leu 2 ; elle respire normalement et est 
capable d'utiliser le galactose comme source de carbone. 

On reprend ici la construction des souches PES 1-3U et PES 

1-3D. 

Souche PES 1-3U 

Cette souche haploide (mating type alpha) est totalement 
isogenique a la souche W303.1B, sauf la region promotrice precedant la 
phase codante de la P450 Red endogene, qui est modifiee par recombinai- 
son homologue de fa 9 on a remplacer le promoteur naturel de la P450 Red 
par ie promoteur inducible GAL10-CYC1. La procedure utiiisee pour 
obtenir cette souche recombinante est schematisee dans la Figure 4. 

a) La souche W303.1B est transformed (en utilisant la methode 
standard au chlorure de lithium) avec un melange de quatre fragments 
lineaires d'ADN obtenus apres digestion exhaustive du vecteur pGPl-PC par 
Eco RI. Le seul fragment susceptible d'entrer en recombinaison avec les 
sequences naturellement presentes dans la souche, porte outre les bornes de 
recombinaison -la region 5' non codante de la P450 Red et la region 5< 
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codant de la P450 Red- le gene marqueur Ura3 lie au promoteur 
GAL10-CYCK Dans un premier temps ont ete selectionnes les recombinants 
Ura + , pour tester 1'integration du marqueur dans le genome de la levure. 

b) Le deuxieme crible consiste en la selection des transfor- 
mants Ura + obtenus seion leur vitesse de croissance iente par rapport a 
W303 l.B en milieu complet glucose et une croissance identique a W303 l.B 
en milieu complet galactose. En effet, un niveau tres faible de P450 Red 
-qui est sous contrdle du promoteur GAL10-CYC1 apres recombmaison- 
conduit a l 1 accumulation d'rntermediaires de synthese de l'ergosterol dans 
la membrane cellulaire, ce qui a pour consequence un abaissement conside- 
rable de la vitesse de croissance de la cellule. A I'inverse, une expression a 
haut niveau de la P450 Red en milieu complet galactose assurera une 
biosynthese correcte de l'ergasterol, . et devra presenter les memes 
caracteristiques de croissance que la souche sauvage. Un des clones 

15 repondant a ces criteres a. ete choisi et stocke sous le nom de PES 1-3. 

c) Un revertant spontane du phenotype Ura + en Ura 3" a ete 
selection ne par une replique faite sur un milieu contenant de Turacile et de 
l r acide 5-fluoro-orotique. Un mutant stable Ura- (taux de reversion 
inferieur a 10-7), indistinguable par tout autre critere de PES 1-3, est 

20 stocke sous le nom de PES 1-3U. 

d) Les caracteristiques relatives au phenotype recombinant du 
^ locus de la P450 Red sont ensuite testes : 

i> verification du phenotype Ura 3" de la souche PES1-3U 

ii) amplification par PGR d l une bande de 2,2 kb en utilisant un 
25 premier primer situe a Textremite 3 r du promoteur GALlO-CYCi 

et un second primer situe a Pextremite 5 % du brin non-codant de 
la phase codante. 

iii) test du phetotype ketoconazole R en milieu complet galactose, 
lie a la surexpression de la P450 Red, par rapport au phetotype 

30 ketoconazole S en milieu complet glucose. 

L'article de gene 125 (1993) 49-45 de Truand et al deem ia 
souche PES1-3U qui est nominee W(R). 
La souche PES 1-3D 

Cette souche est totalement isogenique a la souche PE51-2 
35 decrite dans ia demande FR 91 08884, a l'exception du locus sexuel qui a 
ete change en mating type a par la technique du plasmide HO selon ia 
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methode publiee (Methods in Enzymology, vol 194, pp 132-146, et du locus 
de la P450 Red. L'ensemble de la phase codante ainsi qu'une partie des 
sequences 5' et 3' flanquantes sont elimines et le gene du marqueur TRP1 
est introduit au niveau de la deletion. Une representation schematique du 
locus recombine de la P450 Red endogene est donnee en Figure 4. 
Conditions de Culture 

Les differentes souches sont cultivees a 28°C sous une 
agitation moderee (agitateur rotatif a lOOrpm) dans un milieu semi- 
synthetique, compose comme suit : 

- milieu SWA6 : D-glucose 20 g/i (w/v), Yeast nitrogen base (Difco) 
0,7% (w/v), Hydroiysat acide de caseine 0,1% (w/v), adenine 40 
mg/1, tryptophane 20 mg/i. 

- milieu SWA 3 : D-Galactose 20 g/1 (w/v), yeast nitrogen base (Difco) 
0,7% (w/v), Hydroiysat acide de caseine 0,1% (w/v), adenine 40 

13 mg/1, tryptophane 20 mg/1. 

4) Transform ation "en vol" de la souche recombinante PES 1-3U 

Une condition necessaire lors de la conception du cionage par 
complementation fonctionnelie est 1'obtention d'un nombre suffisamment 
grand de transformants dans la levure de fagon a y trouver statistiquement 
un representant d'ADNc rares de la banque preaiabiement enrichie selon la 
taille des ADNc. Or, le taux.de P450 Red endogene present dans la levure 
sauvage semble etre strictement lie a la bonne transformabilite de cette 
levure. La surexpression de la P450 Red endogene (culture de PES 1-3U en 
25 milieu galactose) ainsi que des niveaux tres faibles ou l'absence de P450 
Red (culture PES 1-3U en milieu glucose ou PES 1-3D en milieu 
glocose/gaiactose) baissent de fagon considerable la transformabilite de ces 
souches mutantes. On deem ici un protocole qui resoud les problemes de 
transformation lies a la concentration en P450 Red : Apres une culture de 
nuit (2 x 10 cellules/ml de la souche PES 1-3U) en milieu galactose 
permettant la surexpression de la P450 Red, les cellules sont coiiectees par 
centrifugation, lavees et 10 6 cellules/ml sont replacees en milieu glucose 
ou J'expression du gene de la P450 Red endogene sous controle du 
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promoteur GAL10-CYC1 est reprimee. La culture est ensuite continuee 
pendant 5 h (environ 10 7 cellules/ml), le temps necessaire pour que le taux 
initial en P450 Red retombe a un niveau residue! correspondant a celui de 
la souche sauvage. A ce moment, les cellules sont coilectees par 
centrifugation, lavees et utilisees pour la transformation selon la methode 
standard chlorure de lithium, decrite dans la litterature. 

Apres transformation, les cellules sont maintenues en milieu 
glucose, ce qui fait tomber a zero le taux de P450 Reductase endogene 
present dans les cellules- au moment de la transformation. Ensuite, on 
procede a la complementation fonctionneile ci-apres decrite. 

5) Com plementation fonctionneile dans les souches PES 1-3U et PES 1-3D 
Apres transformation de la souche PES I-3U avec 10 ug de ia 
banque d r ADNc dans le vecteur pFL6i selon la procedure decrite ci-dessus, 
les cellules sont etaiees sur 20 bottes ne contenaht pas d'uracile 

, pour 

selectionner dans un premier temps pour ia presence d'ADN plasmidique 
dans les levures transformees, le gene URA3 present sur le vecteur de 
clonage permettant de complementer le phenotype Ura" de la cellule 
recipiente. Environ 2 x 10* transformants initiaux sont ainsi obtenus, 
repartis en deux pools et ensuite etales en deux series independantes en 
double selection sur des bottes ne contenant pas d-'uraciie et comprenant 0, 
5, 10, 20 ou 50 ug/mi de ketoconazole pour tester la presence d f une activite 
P^50 Red dans les transformants "initiaux. 52 clones de transformants 
independants secondares, pouvant complementer le phenotype Ura* et 
pouvant pousser en presence de 10 ou 20 ug/ml de ketoconazole ont ete 
isoles et reselectionnes sur milieu SWA-6/ketoconazole 10 ug/ml. 2k clones 
ont ete choisis au hasard pour des minipreparations d r ADN plasmidique 
selon des methodes standard r qui sont ensuite utilisees pour transformer 
une souche d'E. coli (DH5-1). Les clones resistants a ^'ampicilline (gene bla 
porte par le vecteur pFL61) ont ete selectionnes et leur ADN plasmidique 
analyse par double digestion Bam Hi/Hind III apres amplification. Selon 
leur profil de restriction (representation schematique en Figure 6), les 24 
clones ont ete repartis en 5 classes differentes. La taille des inserts a ete 
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estimee etre comprise entre 2 et 3kb, ce qui correspond a la taiile attendue 
apres le pre-fractionnement. 

Afin d'etudier le caractere hereditaire du phenotype confere 
par l'ADN vegetal transforme, 4 membres de chaque classe etablie sur la 
5 base du profil de restriction ont ete choisis au hasard pour la transfor- 
mation de la souche PES1-3D, dans laquelle le gene de la P450 Red a ete 
disrupte. Apres transformation de 10 ug d'ADN plasmidique provenant des 
quatre membres differents des classes A, B, C, D et E dans la souche 
PES! -3D, les cellules sont etaiees sur une serie de 4 boites SWA6/agarose 

10 contenant 0, 20, 40 ou 80 ug/ml de ketoconazole. Les transformants issus 
des classes A, B, C et E ont montre une resistance au ketoconazole jusqu'a 
40 ug/ml, un niveau comparable a celui de la souche PES1-3 cuitivee en 
milieu SW A5 (reductase endogene exprimee). Les transformants issus de la 
classe D ont ete incapables de pousser en presence de ketoconazole et ont 

15 ete abandonnes. _ 

6) Dosage enzymatique de I'activite P»^Q Red dans la fraction microso- 
male prov enant des 4 classes de transformants de PES 1-3D resistants au 
ketoconazole 

Les cultures (250 ml) de PS1-3U, transformees par les classes 
A, B,.C et E sont arr^tees lorsque la densite celiulaire est de e,5 x 10 7 
cellules/ml. Apres centrifugation 5 min a 2500 g, le culot celiulaire est 
suspendu dans ml de tampon 50 mM Tris-HCl pH 7,4,5 mM EDTA, 100 
mM KC1, 20 mM b§ta-mercaptoethanol, incube a 20°C pendant 10 min, puis 
recentrifuge a 10000 g pendant 3 min, Apres lavage dans 35 ml de tampon 
de casse (50 mM Tris-CHi ph7,4,l m EDTA, 0,6 M Sorbitol), ie culot est 
resuspendu dans un volume de tampon de casse egal a celui du culot, puis 
sont ajoutees des billes de verre (Braun, diametre 0,45-0,5 mm) en une 
quantite juste suffisante pour affieurer la surface de la suspension 
celiulaire. Les tubes sont fermes hermetiquement et secoues violemment 
sur agitateur horizontal a une vitesse de 3 coups par seconde durant le 
temps necessaire pour que plus de 70% des cellules soient cassees. 3 ml de 
tampon de casse sont alors ajoutes au melange, les tubes sont vortexes 
brievement puis le liquide present entre les billes est transfere dans un 
autre tube. L ! extraction est repetee deux fois avec 3 ml de tampon de 
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casse, et les surnageants sont transferes dans le meme tube. JL'ensemble des 
extraits est centrifuge 15 min a 10000 g. Le surnageant est transfere dans 
un autre tube et le volume est ajuste a 10 ml avec du tampon de casse. 
Trois cents microlitres d'une solution de NaCl 4M sont ajoutes, puis 3,5 ml 
d'une solution a fr0% (w/v) polyethylene glycol-4000. Apres incubation de 
15 min a 0°C et centrifugation a 10 min a 10000 g, le surnageant est 
soigneusement ecarte sans perturber le culot (qui contient les microsomes), 
puis on rince tube et culot avec un faible volume de tampon de reprise (50 
mMTris-HCl pH 7,k 1 mM EDTA, 20% glycerol) afin d'eliminer les traces de 
polyethylene glycol. Le culot ainsi obtenu est resuspendu et homogeneise 
dans 1 ml de tampon de reprise, puis la suspension est aliquotee par 200 ul 
pour conservation a -80°C. 

L'activite de la P450 Red contenue dans la fraction 
microsomale est mesuree par une cinetique de reduction d'un sustrat 
15 non-physiologique, le cytochrome c de coeur de chevai (Sigma type VI). Le 
melange reactionnel contient dans 1 ml de volume final : 2 a 10-ul d'une 
solution diluee 30 fois de microsomes, 10 uM cytochrome c, 100 ug/ml 
NADPH dissous dans 50 mM Tris-HCl pH7,«, ImM EDTA. L'activite est 
calculee en utilisant un coefficient differentieJ de 21 mM -1 a 550 nm. Une 
unite d'activite P*50 Red est definie comme la quantite d'enzyme 
necessaire a la reduction de 1 nmble de cytochrome c/min a 20°C. 
L'activite est rapportee a la quantite tbtale de proteines microsbmales 
presents dans la reaction qui a ete prealablement determinee par le test 
BCA de PIERCE. 

25 Les activites obtenues sont montrees dans la Figure 7 : tous 

les clones obtenus par complementation fonctionnelie expriment une 
activite de type P*50 Red au moins 3 fois superieure au bruit de fond 
mesure dans la souche deficiente en P450 Red, transformee avec un vecteur 
vide. Le clone B ayant montre le mime phenotype de resistance au 

30 ketoconazole que les clones A, C et E r il faut en conclure qu'environ. un 
tiers de l'activite P*50 Red mesure dans la souche sauvage est suffisant 
pour etablir ce phetotype dans la souche deficiente apres transformation. 
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7) Determination de la sequence nucleotidique des inserts d'ADNc dans le 
vecteur pFL61 i soles a partir des » classes de transformants de PES 
1-3D resistants au ketoconazole . 

Un clone de chaque classe (A, B, C, E), qui auparavant etait 
resistant au ketoconazole et montrait aussi une activite significative de 
P450 Red, a ete choisi au hasard et I'ADN plasmidique a ete prepare a 
partir d'une miniculture par des methodes standard. Les fragments 
correspondant aux ADNc vegetaux inseres ont ete purifies par elution de 
gel d'agarose apres digestion du vecteur avec Not I. Les fragments ainsi 
obtenus sont ensuite sous-clones dans le vecteur pUC19/NotI, linearise par 
Not I. Ce vecteur est derive du vecteur standard pUC19 et caracterise par 
les modifications suivantes : Un site Not I unique est cree par la ligation de 
linkers NotI au vecteur pUC19 linearise en Hindi dans le polylinker, suivi 
de la recirculation. Le vecteur ainsi obtenu est ensuite linearise en EcoRI, 
les bouts 5' sortants sont rendus francs pr la -Klenow polymerase, puis 
ensuite religes, ce qui retablit la phase ouverte dans le gene LacZ. Ainsi ce 
vecteur permet un double criblage apres transformation dans une cellule 
hote : les colonies blanches poussant sur un milieu compiemente 
Ampicilline X-Gal et 1PTG contiennent le vecteur (le gene de la resistance 
a l'ampicilline est porte par le piasmide) dont la phase ouverte du gene 
LacZ a ete detruite par 1'insertion d'un fragment d'ADN au niveau du 
polylinker (p. ex. site NotI). Apres transformation, les transformants 
obtenus pour chaque classe sont testes sur la presence d'ADNc insere par 
restriction enzymatique, puis sont ensuite utilises pour le sequencage. 

La sequence nucleotidique de 1'insert en-tier d'un representant 
de chaque classe (A, B, C, E) a ete determine par sequencage sur ADN 
double-brin selon une methode de Sanger modifiee en utilisant la T7 
polymerase fournie par BRL, exactement dans les conditions decrites par le 
fournisseur. Partant des primers universels situes en 5' et 3' du site 
d'insertion sur les deux brins du vecteur, la sequence complete a .ete 
obtenue par progression graduelle en utilisant des oligonucleotides 
sequence-speeifiques, derives de la partie 5' des sequences nouvellement 
lues sur les deux brins. La region codante des clones A, C et E etant ' 
identique, le sequencage de i'msert complet a ete poursuivi avec les clones 
B et C. La sequence nucleotidique comprenant les regions 5' et 3* 
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flanquantes et la region codante entiere a partir du premier ATG suivi de 
la phase de lecture ouverte pour les clones B et C est donnee dans les 
Figures 9 et 10. La numerotation des acides nucleiques est donnee dans la 
colonne de droite, la numerotation des acides amines est indiquee en 
dessous des acides amines, Concernant les sequences decrites dans les 
Figures 9 et 10, piusieurs remarques peuvent etre faites : 

a) Malgre une homologie relativement faibie de i'ordre de 
3696 avec des sequences de P450 Red connues de ievure (21) ou de I'homme 
(22) au niveau acides amines deduits, Pidentification des sequences d r ADNc 
isolees sur des criteres de fonctionnalite comme etant P450 Red a ete 
aidee par ^existence de blocs de forte conservation dans tous les domaines 
fonctionnels auparavant decrits pour les eukaryotes superieurs a J'exception 
des plantes* 

Ces domaines ont ete identifies sur la base de comparaison 
des sequences de P450 Red connues avec celles d'autres flavoproteines ainsi 
que sur la base de modifications chimiques des P450 Red. 
(2«) Haniu, M., Iyanagi* T., Legesse, K., et Shively, J.E. 1984 J. Biol. Chem. 
259,pp 13703-13711 

(25) Porter, T.D., et Kasper, C.B. 1986 Biochemistry 25, pp 1682-1687 

(26) Porter, CD. et Kasper, C.B. 1985 Proc. Natl. Acad. ScL USA 82, pp 
973-977 

(27) Katagiri, M., Murakami, H., Yabusaki, Y., Sugiyama, T., Okamoto, M., 
Yanano, T. et Ohkawa, H. 1986, 3. Biochemistry 100, pp 945-954 

(28) Vogel, F. et Lumper, L. 1986, Biochem. J. 236, pp 871-878 

25 Les localisations des sites de fixation du FMN (A1/A2) du FAD 

(B1/B2) et du NADPH (C) pour les P450 Red vegetales sont obtenus par 
comparaison a l'alignement selon Yabusaki et al, 1988 (21) et sont indiques 
par crochets dans la Figure 12. 

b) Les sequences en acides amines deduits des clones AraB et 
AraC ne montrent que 64% de conservation stricte entre elles-memes bien 
qu'ayant ete criblees sur une fonction identique et provenant du meme 
organisme. De plus, les deux ADNc clones montrent un pattern d'hybri- 
dation different dans un southern genomique, suggerant qu'elles sont des 
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produits de transcription de deux genes bien distincts, presents en copie 
simple a des endroits differents dans Je genome d'Arabidopsis. Ceci est une 
indication tres forte que les deux ADNc proviennent de genes independants, 
et qu'il existe une pression selective pour le maintien de deux proteines a 
fonction identique. Cette observation est renforcee par la difference de la 
troisieme base du codon sur les acides amines identiques (Figure 8) : le 
choix de la troisieme base est tres proche de la distribution au hasard et 
largement inferieur au cas de genes qui ont diverge iJ y a 300 millions 
d'annees (Figure 8, lignes 8 et 9). 

c) Du cote N-terminal, le clone C contient une extension 
significative de 25 acides amines (soit 75 nucleotides), comprenant 
notamment un bloc de 7 serines qui suit immediatement le premier ATG. 

^ d) En utilisant l'algorithme de Kyte et Doolittle pour le calcul 
de Tindex d'hydropathie, on peut deceier dans les deux sequences AraB et 
AraC, un segment tres hydrophobe dans la region NH2- terminale des deux 
proteines, compose d'une suite d'au moins vingt acides amines hydrophobes. 
Ceci est un signal typique d'une proteines localisee dans le reticulum 
endoplasmique et a egaiement ete decrit dans tous les P450 connus a ce 
jour. 

e) En utilisant le programme ISOELECTRIC fourni par 
Wisconsin GCG Software Package, la charge nette calcuiee ries proteines 
putatives AraB et AraC deduits des sequences nucieotidiques, montre une 
difference tres nette a pH physiologique (7,5) : AraB est tres proche de la 
P450 Red humaine en termes de charge nette, AraC etant beaucoup plus 
acide. Ceci est une forte indication pour une interaction des deux P450 
Red d'Arabidopsis avec des classes de P450 distinctes et/ou une localisation 
subcelluiaire differente, qui explique bien la pression selective sur la 
maintenance des deux P450 Red chez Arabidopsis. 

8) Utilisation des AD Nc de P»50 Red d'Arabidopsis pour le clonage d'autres 
P»50 Red vet>e tales par cross-hybridation inter-especes . 

Tenant compte du faible degre de conservation entre les P450 
Red eucaryotes connues (levure, rat, lapin, pore, truite, homme), il est 
aisement comprehensible que toutes les tentatives d ! utiliser des sondes de 
P450 Red connues pour isoier une P450 Red par crosshybndation etaient 
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vouees a 1'echec. Les premieres ADNc de P450 Red vegetale ont ete 
utilisees pour le criblage d'une banque d'ADNc de topinambour sous 
conditions de stringence reduite pour tenir compte des variations 
inter-especes. 

5 Des morceaux de nodules de topinambour qui ont ete 

maintenus dans de l'eau a pendant 24h pour induire la synthese 

d'ARNm de P450 Red (12), ont servi comme maieriel vegetal pour preparer 
de I'ARNm total de topinambour selon des procedures. standard. Une banque 
d'ADNc total de topinambour dans le phage lambda gt 10 a ete obtenue 

10 selon la methode d'OKAYAMA et BERK (13). Environ 20 000 pfu sont 
. ensemences par boite petri contenant du milieu LB solide et ensuite 
transferes sur fiitre nitrocellulose (Schleicher and Schueli, BAS5). ^00 000 
pfu de la banque d'ADNc de topinambour sont eribles avec 300 ng d'ADNc 
purifie AraC, marque a haute specificite par random priming, selon les 

15 methodes standard, mais a 50°C au lieu de 65°C pour tenir compte des 
divergences dans la sequence pour une proteine identique dans differentes 
especes vege tales. Les filtres sont ensuite laves dans les conditions de 
stringence croissante jusqu'a disparition du signal d'hybridation non- 
specifique. 

2(} Pius precisement, les conditions d'hybridation permettant de 

detecter des sequences d'ADNc codant pour une proteine identique dans 
differentes especes vegetales sont les suivantes : Un lot de 10 - filtres 
nitrocellulose est prehy bride a 50°C. dans un four a hybridation dans une 
boite tupperware fermee hermetiquement contenant 100 ml de solution de : 

25 prehybridation sur un agitateur rotatif. La solution de prehybridation qui a 
ete prealablement maintenue a 50°C contient par 100 ml r la ml 50x 
Denhardt's, 25 ml 20x SSPE, 5 ml 10% Sarcosyl, 0,5 mi ADN de sperme de 
saumon a 10 mg/ml denature, 59,5 ml eau. La composition des ingredients 
est tout a fait standard et decrite dans des iivres de reference (24). ~La 

3Q duree de prehybridation est de 2 heures minimum. La solution de 
prehybridation est ensuite eliminee et remplacee par le meme volume de 
solution d'hybridation egalement prechauffee a 50°C. Cette solution est 
identique a la solution de prehybridation a i'exception de l'ADN de sperme 
de saumon qui a ete remplacee. par 2,5 ug de sonde specifique marquee 

35 radioactivement par random priming, puis denaturee par chauffage juste 
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avant de l'ajouter a la solution d'hybridation. La duree d'hybridation est de 
16 heures a 50°C sous agitation, puis on precede aux lavages : Le tampon 
d f hybridation est elimine et remplace par 200 ml d'une solution de .lavage 
contenant IxSSPE, 0,1% SDS, 0,2% pyrophosphate et on laisse agiter a 
temperature ambiante pendant 20 minutes. On elimine cette solution, on la 
remplace par 200 ml de la meme solution prechauffee a 50°C et on laisse 
agiter a 50°C pendant 20 minutes. Cette derniere etape est repetee au 
moins une fois, puis on egoutte les filtres, on enleve ie liquide restant sur 
des feuilles de papier Whatman puis on scelle les filtres humides mais pas 
seches dans un sac en plastique pour exposition. 

Les colonies qui avaient hybride specifiquement avec la sonde 
AraC, ont ete mis en evidence par exposition en presence d'un ecran 
"Chronex Lightening Plus" (Dupont), puis sont soumis a 2 tours supple- 
mentaires d'hybridation. Les clones positifs apres 3 tours d'hybridation ont 
15 ete utilises pour des minipreparations d'ADN et identifies par analyse du 
profil de restriction. Des fragments de restriction choisis ont ete- purifies 
par electrophorese agarose LMT (low melting temperature), puis liges dans 
le bacteriophage M13mpl8. L'ADN phagique simple brin a ete isole a partir 
de cultures de bacteries infectees, par precipitation au polyehylene glycol, 
20 digestion a la proteinase K, extraction phenolique puis precipitation a 
I'ethanol. La sequence nucleotidique de 1 ! ADN simple brin a ete determinee 
par la methode de Sanger (20) en utihsant la T7 polymerase fourriie par 
BRL dans les conditions indiquees par le fournisseur. Partant du primer 
universe!, la sequence complete a ete obtenue par progression graduelle en 
25 utilisant des oligonucleotides sequence-specifiques, derives de la partie 5' 
des sequences nouveliement lues sur les deux brins. La sequence d'un clone 
choisi au hasard qui a ete positif apres 3 tours d'hybridation avec une sonde 
de P450 Red d'Arabidopsis dans les conditions decrites ci-dessus, est 
montree en Figure 11. Piusieurs commentaires peuvent etre faits : 
30 a ) Bien que ie clone sequence ne soit pas complet dans 

i'extremite NH2 terminale de la proteine, i'ADNc de topinambour isole par 
cross-hybridation avec un ADNc de P450 Red d'Arabidopsis est irrevoca- 
blement identifie comme etant ceiui d*une P450 Red de topinambour, 
puisqu^il presente respectivement 69 et 73% d ! homologie au niveau des 

35 
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acides amines avec les 2 P450 Red vegetaies identifiees auparavant, AraB 
et AraC (Figures 8 et 12). 

b) Un alignement de la sequence des acides amines de Ja P450 
Reductase putative de topinambour avec les P450 Red d'Arabidopsis montre 

5 une conservation particuliere dans les domaines fonctionnels auparavant 
decrits pour les eukaryotes superieurs a ^exception des plantes (Yabusaki 
et ai, 1988). 

c) L r ADNc de la P450 Red de Topinambour montre une 
homologie significativement superieure avec la forme d'AraC (73%) qu'avec 

1° la forme AraB (69%), ce qui laisse supposer ^existence de plusieurs genes 
independants chez ie topinambour, contrairement a ce qui a ete rapporte 
dans la litterature pour les P^50 Red de mammiferes. 

d) Compte tenu de la faible homologie de ia P450 Red de 
topinambour avec les P450 Red connues de la litterature, il n'est pas 

15 possible d'isoler cet ADNc a Paide de sequences d'ADNc de P450 Red deja 
connues de la litterature.. 
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LEGENDE PES FIGURES 



5 FIGURE 6 : Classes determinees par la digestion (Bam HI + Hind III) 



FIGURE 7 : Mesure des activites NADPH Cyt P450 Reductase des 4 

clones selectionnes selon leur resistance au ketoconazole. 

10 

FIGURE 8 : Homologie entre NADPH-P450 Reductases vegetales et 

comparaison a des P450 Reductases connues, humaines et 
de levure. 

15 

FIGURE 9 : SEQ ID N° 1 



TYPE DE SEQUENCE : 

Nucleotides et acides amines correspondants 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 2114 paires de base 

NOMBRE DE BRINS : 
25 sequence double brin representee par un seul brin dans le 

sens 5* - 3 1 et de gauche a droite. 

CONFIGURATION : lineaire 

30 TYPE DE MOLECULE : ADN complementaire 

ORIGINE 



35 



ORGANISME : 

Arabidopsis Thaliana - L. HEYNH (Landsberg erecta) 
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30 

SOURCE EXPERIMENTALE IMMEDIATE : 
jeunes plantules stade deux feuiiies 

CARACTERISTIQUES r 

5 

Nucleotides 1-35 : bordure 5' non codante 

Nucleotides 36-2111 : region codante sur le brin 
. presente 

10 

Nucleotides 2111-211* : bordure 3' non codante 

_ PROPRIETES : 

ADNc codant pour AraB, une NADPH-Cytochrome P»50 
1^ Reductase 
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FIGURE 10 : SEQ ID N Q 2 



TYPE DE SEQUENCE : 

Nucleotides et acides . amines correspondants 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE ; 2*26 paires de base 



NOMBRES DE BRINS : 

sequence double brin representee par un seul brin dans le 
sens 5' - 3' et de gauche a droite 

30 CONFIGURATION : lineaire 

TYPE DE MOLECULE : ADN complementaire 
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ORIGINE 
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' ORGANI5ME : 
Arabidopsis Thaliana - L. HEYNH (Landsberg eracta) 

SOURCE EXPERIMENTALE IMMEDIATE : 
5 jeunes plantules stade deux feuilles 

CARACTERISTIQUES : 

Nucleotides 1 - 130 : bordure 5' non codante 

10 

Nucleotides 131 - 2266 region codante sur le brin 
presente 

Nucleotides 2267 - 2426 bordure 3' non codante 

15 

PRORIETES : 

ADNc codant pour AraC, une NADPH-Cytochrome P450 ^ 
Reductase 

20 

FIGURE 11 : SEQ ID N° 3 

TYPE DE SEQUENCE : 

Nucleotides et les acides amines correspondants 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 2112 paires de base 
NOMBRE DE BRINS : 

sequence double brin representee par un seul brin dans le 
sens y - 3' et de gauche a droite 

CONFIGURATION : lineaire 
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TYPE DE MOLECULE : ADN compiementaire 
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ORIGINE 
ORGANISME : 

Helianthus Tuberosus L. variete blanc commun 
CARACTERISTIQUES : 

Nucleotides 1 - 2112 t region codante comprenant la 
region carboxy terminale entiere mais incomplete en ia 
region amino terminale 

PROPRIETE5 : 

ADNc codant pour TopA, une NADPH-Cytochrome P450 
Reductase . 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de clonage d'une sequence d»ADN codant pour une 
NADPH Cytochrome P450 Reductase d'un organisme, notamment de 
plantes, caracterise en ce que : 

1- On soumet une souche de levure transformee avec des pJasmides 
d'une banque d ! ADNc total dudit organisme, notamment de ladite 
plante, et ayant un phenotype de deficience en activite 
NADPH-Cytochrome P450 Reductase endogene, a un traitement 
avec un inhibiteur de cytochrome P450 a une dose qui rend 
iethale I'absence d'activite NADPH-Cytochrome P450 Reductase 
endogene, puis 

2- On recupere les clones survivants et on en extrait les plasmides 
permettant Texpression d'une activite NADPH-Cytochrome P450 
Reductase qui correspond a la NADPH-Cytochrome P450 
Reductase dudit organisme, notamment de iadite plante. 

2. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que le 
gene de la NADPH-Cytochrome P450 Reductase endogene de levure est 
mis sous le contrdle d'un promoteur inductible et a l'etape 1, on realise 
successivement les sous-etapes suivantes : 

1-a) On transforme une souche de levure avec des plasmides d f une 
banque "d'ADNc total dudit organisme, notamment de ladite 
plante, puis 

1-b) On induit la deficience en activite NADPH-Cytochrome P450 
Reductase endogene en inactivant ledit promoteur, et 

1-c) On soumet iadite souche a un traitement avec iadite dose 
d'inhibiteur de cytochrome P450, 

3. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce que, a 
Paide des plasmides recuperes a l'etape 2, on transforme une souche de 
levure dans laquelle le gene de la NADPH cytochrome P450 Reductase 
endogene a ete delete et on reitere un traitement avec in inhibiteur de 
cytochrome P450 a une dose qui rend Iethale ^absence d'activite NADPH 
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cytochrome P450 endogene, puis on recupere Ies clones survivants et on en 
extrait Ies plasmides permettant I'expression d'une activite NADPH 
cytochrome P450 qui correspond a la NADPH cytochrome P450 Reductase 
dudit organisme, notamment de ladite piante, 

^ Procede selon la revendication 1 a 3 caracterise en ce que 
la souche est une souche de saccharomyces cerevisiae. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en 
ce que Tinhibiteur d'activite P^50 est un inhibiteur de lanosterol 
14-demethylase tel qu'un compose azole antifongique, en particulier le 
ketoconazole* 

6. Procede selon la revendication 5 caracterise en ce que 
15 l'inhibiteur d'activite tel que Ie ketoconazole est utilise a une dose 

comprise entre 5 et 100 pg/ml de milieu de culture, de preference entre 10 
et 50 pg/mi. 
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7. Procede selon Tune des revendications i a 6 caracterise en 
ce qu'a I'etape I ; la banque d'ADNc est enrichie en NADPH-Cytochrome 
P450 Reductase d'interet, par fractionnement selon la taille, en ne 
conservant que les fragments de taille superieure a 2 kpb. 

8. Procede selon I'une des revendications 1 a 7 caracterise en 
ce qu'on clone la sequence d l ADNc codant pour une NADPH Cytochrome 
P450 Reductase d'Arabidopsis a partir d r une banque d f ANDc totaie ou 
enrichie de ladite piante. 

9. Procede de clonage d'un gene de NADPH Cytochrome P450 
Reductase de piante par hybridation sous condition de faibie stnngence 
avec un ADNc d'une NADPH Cytochrome P450 d'une autre piante obtenue 
par un procede selon Tune des revendications 1 a 8 a partir d ! une banque 
d'ADNc total ou ou enrichie en fragments superieurs a 2 kbp de ladite 
piante, 

10. Sequences d'ADNc codant pour une NADPH Cytochrome 
P450 Reductase de piante obtenue par un procede selon Tune des 
revendications 1 a 9. 
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11. Sequences d'ADNc codant pour des NADPH Cytochrome 
P450 Reductase d'arabidopsis ara-B ou ara-C, ou de topinambour heliantus 
tuberosus, telles que representees aux Figures 9 a 11 respectivement. 

12. Sequences d'ADN codant pour des NADPH Cytochrome 
P450 Reductase de plantes s'hybridant dans des conditions faiblement 
stringentes a 50°C et/ou presentant au moins 60% d'homologie avec l'une 
des sequences selon Jes revendications 10 ou 11. 

13. Proteine NADPH-cytochrome P450 Reductase de piante 
obtenue par 1 'expression dans la levure d'un gene de NADPH-Cytochrome 
P450 Reductase constitue par une sequence codante d'ADN selon l'une des 
revendications 10 a 12. 
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